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目的
!

探讨慢性缺血性痴呆大鼠学习记忆能力及大脑皮层和海马中血管内皮生长因子 "

Z8Ò

#%血红素氧化酶
.$

"
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#蛋白表达的变化$方法
!

将健康
a#+?A6

大鼠
')

只分为对照组%假手术组和模型组!每组
$1

只$以大鼠永久性双侧颈总

动脉阻断建立慢性缺血性痴呆大鼠模型!假手术组除不结扎双侧颈总动脉外!其他的处理同模型组$
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周进行
K"66#+

水

迷宫实验和攀绳肌力实验来判定大鼠的学习和记忆能力&用免疫组化
72

法在光镜下观察各组大鼠大脑皮层和海马中
Z8Ò

和

V].$

蛋白的表达$结果
!
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$1

周模型组逃避潜伏期时间长于假手术组和对照组!跨过平台所在位置的次数少于假手术组和对

照组!差异均有统计学意义"
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$

%&%M
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"

$1

周模型组与假手术组%对照组动物攀附的时间比较!差异均无统计学意义"
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#&对照组%假手术组
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Z8Ò

蛋白量阳性表达均少于模型组!差异均有统计学意义"
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#$结论
!

慢性脑灌注不足

对大鼠学习记忆能力具有永久性的损伤作用!而对运动功能无明显影响$

Z8Ò

和
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可能在慢性脑缺血中发挥神经保护作用$
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6>++#",+"EZ8Ò A,!V].$#,6A?5>6>H6AC5"6?>IA,!B#

FF

"5A4

F

D+JA+!>?>64#,>!H

G

#44D,"B#+?"5B>4#5AC

72?>5B,#

S

D>&A$,-+),

!

:B>>+5A

F

>CA?>,5

G

?#4>A?/

#

$1J>>W+#,?B>4"!>C

@

6"D

F

JA+C",

@

>6?BA,?BA?#,?B>+BA4"

F

>6A?#",

@

6"D

F

A,!5",?6"C

@

6"D

F

#

A,!?B>,D4H>6"E56"++#,

@

?B>

F

CA?E"64JA+C>++?BA,?BA?#,?B>+BA4"

F

>6A?#",

@

6"D

F

A,!5",?6"C

@

6"D

F

#

?B>

!#EE>6>,5>+J>6>+?A?#+?#5ACC

G

+#

@

,#E#5A,?

$

B

$

%&%M

&%

?B>?#4>"E5C#4H#,

@

A?$R$1J>>W+BA!,"+?A?#+?#5AC!#EE>6>,5>H>?J>>,?B>

4"!>C

@

6"D

F

A,!?B>+BA4"

F

>6A?#",

@

6"D

F

A,!H>?J>>,?B>4"!>C

@

6"D

F

A,!?B>5",?6"C

@

6"D

F

$

B

%

%&%M

&

&:B>

F

"+#?#=>>I

F

6>++#",

"EV].$A,!Z8Ò
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血管性痴呆 $
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&是仅次于阿尔茨海

默病 $

;CLB>#4>6\+!#+>A+>
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&的第二常见的痴呆类型'

$

(

*近

年来#随着我国老龄化趋势的加重#

ZÂ

的患者数量呈逐年增

加的趋势*慢性缺血所致认知功能障碍的发病机制尚不完全

清楚#有学者认为慢性脑低灌注是主要发生机制之一#脑血流

量的减少与痴呆的严重程度密切相关'

1

(

#脑缺血后残存神经元

突触传递效能降低#致使神经元之间的信息交流和细胞水平的

信号整合存在困难#是脑缺血损伤后出现进展性认知功能障碍

的关键因素'

'

(

*本实验旨在观察慢性缺血所致大鼠认知功能

改变及大脑皮层和海马中血管内皮生长因子 $
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&及血红素氧化酶
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&表达的变化及意义*

D

!

材料与方法

D&D

!

材料
!

动物!成年健康
a#+?A6

大鼠
')

只#由郑州大学实

验动物中心提供#平均体质量$

')M&$1b/%&%1

&

@

#平均
$'

月

龄#雌雄不拘*试剂!

$%U

水合氯醛购自青岛宇龙海藻有限公

司%青霉素钠注射液购自河南新乡华星药厂*

D&E
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方法

M-01

重庆医学
1%$)

年
)

月第
0M

卷第
$/

期
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组大鼠不同缺血时间学习记忆能力比较$
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组别
逃避潜伏期时间$

+

&

$

周
0

周
/

周
$1

周

跨过平台所在位置的次数$次&

$

周
0

周
/

周
$1

周

模型组
'%&0%b)&01 ')&/$b$%&11 -(&(1b1%&$1

A

/1&10b1%&1%

A

0&10b%&/' '&)1b%&($ $&%1b%&1$

A

%&($b%&1%

A

假手术组
'$&11bM&1' '1&$0b/&)1

H

1(&1'b)&$$

H

'$&0'bM&M$

H

0&1-b$&%( 0&$0b%&//

H

'&/(b%&-$

H

0&1'b$&/-

H

对照组
'%&M$b'&$' '$&(%b)&10

H

1/&(%bM&('

H

1-&)1b)&)/

H

0&'/b$&$- 0&1$b%&-/

H

0&0(b$&$%

H

0&1$b$&%-

H
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A

!

B

$
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#与同组第
$

周比较%

H

!

B

$

%&%$

#与同期模型组比较*

D&E&D

!

动物模型制作
!

将
')

只大鼠分为对照组)假手术组和

模型组#每组
$1

只*参考文献'

0

(的方法#在运动功能无显著

性影响基础上制作
ZÂ

大鼠模型*具体操作!手术前禁食

$1B

#禁水
)B

#按大鼠体质量$

%&0%43

"

$%%

@

&

$%U

水合氯醛

腹腔注射麻醉后仰卧位固定#颈前部去毛#局部消毒后沿颈部

正中切口#小心钝性分离出双侧颈总动脉#双重
0

号丝线结扎#

逐层间断缝合#假手术组仅分离双侧颈总动脉而不结扎%对照

组不做任何处理*术后为预防感染常规肌内注射青霉素钠注

射液
$%

万
k

#每天
$

次#连用
'!

*

D&E&E

!

学习记忆能力的检测
!

采用
K"66#+

水迷宫实验#检测

内容包括!$

$

&定位航行实验#用于测量大鼠对水迷宫学习和记

忆的能力#每只大鼠每天上午训练
1

次#下午训练
1

次#连续训

练
M!

*将大鼠的头朝池壁放入水中#依次从
(

)

'

)

)

)

+

0

个

象限中任意选取一个起始位置放入水中#记录
$1%+

内大鼠寻

找平台的时间$逃避潜伏期&*如果大鼠在
$1%+

内找到平台#

记录其实际的逃避潜伏期时间%如果在
$1%+

内仍未找到平

台#由实验者将其引上平台并停留
$M+

#逃避潜伏期的时间记

录为
$1%+

*取第
M

天的平均值为大鼠获取经验$学习&的能

力*$

1

&空间搜索实验#定位航行实验结束后撤除平台#计算大

鼠
$1%+

内跨原平台相应位置的次数及游泳的轨迹#评价大鼠

保存经验$记忆&能力*

D&E&F

!

攀绳试验
!

使大鼠两前肢攀于水平的绳索上#同时计

时直到大鼠落下#记录动物攀附的时间$

+

&*

D&E&G

!

标本的采集和处理
!

各组大鼠分别在满
$1

周时处死#

大鼠经脑灌流固定后#开颅取脑#随后将脑组织置入
0U

多聚

甲醛磷酸缓冲液$

0X

&内固定
10B

*脑组织经常规冲洗)脱

水)透明)石蜡包埋)切片#免疫组化法分析
Z8O8

)

V].$

蛋白

的表达情况*

D&E&K

!

免疫组化染色及结果判定
!

以镜下细胞质)细胞核染

成棕黄色为阳性细胞*在皮层和海马各随机选取
M

个
0%%

倍

高倍视野计数
V].$

和
Z8Ò

阳性细胞数#以单个标本为单

位#取平均值*

D&F

!

统计学处理
!

采用
7277$/&%

软件进行数据处理#计量

资料用
Lb@

表示#组间比较采用方差分析#检验水准
&

c

%&%M

#以
B

$

%&%M

为差异有统计学意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

'

组大鼠不同缺血时间学习记忆能力比较
!

'

组大鼠逃

避潜伏期时间比较#差异有统计学意义$

3c(&-/

#

Bc%&%%

&#

模型组大鼠潜伏期时间长于假手术组和空白对照组#差异均有

统计学意义$

Bc%&%%

&%假手术组和空白对照组大鼠逃避潜伏

期时间比较#差异无统计学意义$

Bc%&)1

&*不同时间段逃避

潜伏期时间比较#差异有统计学意义$

3c$0&$/

#

Bc%&%%

&#模

型组大鼠在缺血
$

)

0

周时逃避潜伏期时间比较#差异无统计学

意义$

Bc%&M0

#

Bc%&%(

&*与第
$

周比较#缺血
/

)

$1

周逃避

潜伏期时间差异均有统计学意义$

Bc%&%%

&#分组与时间段间

无交互作用$

Bc%&11

&*

'

组间大鼠跨过平台所在位置的平均

次数比较#差异有统计学意义$

3c$M&'M

#

Bc%&%%

&%模型组大

鼠跨过平台所在位置的平均次数低于假手术组和对照组#差异

均有统计学意义$

Bc%&%%

&*不同时间段跨过平台所在位置

的平均次数比较#差异有统计学意义$

3c$%&$%

#

Bc%&%%

&#模

型组大鼠在缺血
$

)

0

周时跨过平台所在位置的平均次数比较#

差异无统计学意义$

Bc%&01

#

Bc%&M0

&%与第
$

周跨过平台所

在位置的平均次数比较#缺血
/

)

$1

周差异均有统计学意义

$

Bc%&%%

&#分组与时间段间无交互作用$

Bc%&'1

&#见表
$
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E&E

!

'

组大鼠不同缺血时间攀附时间比较
!

在缺血
$

)

0

)

/

)

$1

周#

'

组大鼠攀附的时间比较#差异均无统计学意义$

3c1&%1

#

Bc%&$/

&#见表
1

*

表
1
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'

组大鼠不同缺血时间攀附时间比较$

Lb@

%

@

'

组别
$

周
0

周
/

周
$1

周

模型组
)&-Mb1&10 -&%0b1&0/ )&(0b1&$/ -&$'b1&M$

假手术组
-&$(b1&0- -&0$b1&%/ )&/1b$&(/ -&'1b1&1)

对照组
)&/1b1&$$ -&$%b1&$M -&'$b1&'0 )&($b1&%$

表
'
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'

组大鼠不同脑区
V].$

(

Z8Ò

蛋白阳性表达量

!!!!

比较$

Lb@

%

,c$1

'

组别
V].$

海马 皮层

Z8Ò

海马 皮层

模型组
1-&10bM&)$ 1-&1Mb'&/0 1M&-)b'&M) 1)&1-b'&0/

假手术组
$1&-0b'&'(

A

$(&$-b'&$'

A

1$&0(b1&/M

A

$(&(/b0&%1

A

对照组
$'&)$b'&1$

A

1%&1)b0&)/

A

11&$-b'&0-

A

1%&$)b'&/(

A

!!

A

!

B

$

%&%$

#与模型组比较*
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组大鼠大脑皮质和海马中
V].$

)

Z8Ò

蛋白的表达比

较
!

V].$

蛋白阳性表达主要见于皮质和海马的神经元)神经

胶质细胞#细胞质呈棕黄色*

'

组大鼠海马及皮层中
V].$

蛋

白阳性表达量比较#差异有统计学意义$

3c00&)(

)

$0&(%

#

Bc

%&%%

&#对照组)假手术组大鼠海马及皮层
V].$

蛋白阳性表达

量均少于模型组$

Bc%&%%

&%对照组和假手术组大鼠海马及皮

层
V].$

蛋白阳性表达量比较#差异无统计学意义$

Bc%&$1

)

%&0'

&*

Z8Ò

蛋白阳性表达主要见于皮质和海马的神经元)

胶质细胞)血管内皮细胞#细胞质呈棕黄色*

'

组大鼠海马及

皮层
Z8Ò

蛋白阳性表达量比较#差异有统计学意义$
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蛋白阳性表达量均少于模型组$

Bc%&%$

)

%&%$

)

%&%%

)

%&%%

&%对照组和假手术组大鼠海马及皮层
Z8Ò

蛋白阳性表

达量比较#差异无统计学意义$
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目前国内外多采用血管阻断法建立动物模型研究
ZÂ

的

发病机制)病理)生理过程和生化改变#包括四血管阻断法$

0.

Z]

&)三血管阻断法$

'.Z]

&)两血管阻断法即$

1.Z]

&)大脑中

动脉线栓模型$

4#!!C>5>6>H6ACA6?>6

G

"55CD+#",

#

K9;]

&等'

M

(

*

时文远等'

)

(发现
1.Z]

法大鼠模型有明显的空间学习记忆能

力下降#适合于
ZÂ

等与空间记忆受损的实验研究*本研究

通过
K"66#+

水迷宫实验检测
1.Z]

大鼠的学习记忆能力#结

果表明模型组与假手术组相比#两组大鼠在慢性脑缺血第
/

及

$1

周#逃避潜伏期及跨越横台次数比较#差异有统计学意义

$

B

$

%&%$

&#证实了慢性脑缺血能够明显影响大鼠的认知功

能#使其出现学习记忆障碍#并且随缺血时间的延长#认知功能

的损害也呈进行性加重*

Z8Ò

是一种高度特异的血管内皮细胞有丝分裂原和血

管源性因子#可特异性地作用与血管内皮细胞#诱导内皮细胞

增殖及毛细血管瓣生成#促进新生血管生成*随着对
ZÂ

的

认识和研究的不断深入#发现
Z8Ò

等的生成与
Ẑ

的发生)

发展和预后密切相关'

-

(

*

V].$

作为氧化
.

抗氧化平衡系统中

重要的抗氧化酶#在保护神经元免受氧化应激损害时起主要作

用'

/.$%

(

*魏爱宣等'

$$

(等研究认为
V].$

在慢性脑缺血致认知

功能障碍大鼠皮层中表达上调#可能作为保护性因素参与了慢

性脑缺血致认知功能障碍的过程'

$1.$0

(

*本实验在慢性缺血致

认知功能障碍模型的基础上#采用免疫组化观察
Z8Ò

)

V].$

蛋白表达#结果表明#模型组大鼠大脑皮层及海马中
V].$

)

Z8Ò

蛋白表达水平增高#反映了血管性认知功能障碍发病过

程中它们在抗损伤时可能发挥了重要作用*

综上所述#

V].$

和
Z8Ò

在慢性脑缺血致认知功能障碍

的过程中高表达#表明其可能作为保护性因素调节机体的代偿

功能#提示其可能作为一个有效途径治疗血管性认知功能

障碍*
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